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(57) Abstract 

The invention relates to a device and a method for separating 
substances by liquid chromatography. The aim of the invention is 
to provide a device and a method by which means substances can 
be separated by liquid chromatography under pressure and which 
enable parallel separation and detection of at least several samples. 
The device should have a compact, economical construction. To 
this end, the inventive device for separating substances by liquid 
chromatography under pressure is characterised in that at least 
several liquid chromatography separating lines (17) are supplied 
by a single delivery unit (one or two pumps), said separating 
lines being arranged so that they run parallel, and in that said 
separating lines are combined with a sample-loading system (5) 
and an injection system (18) in the sample introduction area and 
with a multi-channel detector (13), connected to an evaluation and 
control unit (16), in the detection area. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren zur flussigchromatographischen Trennung von Substanzen. 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung 
und ein Verfahren zur flussigchromatographischen Trennung unter 
Druck anzubieten, mit denen eine parallele Auf trennung und Detek- 
tion von mindestens mehreren Proben moglich ist, wobei die Vor- 
richtung eine kompakte, kostensparende Konstruktion aufweisen 
soil. Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Vorrichtung zur 

flussigchromatographischen Trennung von Substanzen unter Druck, die dadurch gekennzeichnet ist, daB mindestens mehrere parallel ver- 
laufend angeordnete flussigchromatographische Trennungslinien (17) von einer einzigen FGrdereinheit (eine oder zwei Pumpen) versorgt 
werden und im Bereich der Probenzufuhrung mit einem Probenaufgabensystem (5) und einem Injektionssystem (18) und im Detektions- 
bereich mit einem Multikanaldetektor (13), verbunden mit einer Auswerte- u. Steuereinheit (16), kombiniert sind. 
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Beschxeibung 

Die Erf indung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur f lussigchromatographischen Trennung von 
Substanzen unter Druck gemaS den Oberbegrif f en der An- 
sp ruche 1 und 19 . 



Zur praparativen und analytischen Trennung von Sub- 
stanzgemischen werden sog. chromatographische Trennan- 
lagen verwendet . Diese bestehen im we sent lichen aus je- 
weils einer Fordereinheit (Pumpe) , einem Injektionssy- 
25 stem, der eigentlichen Trennvorrichtung (Saule) und ei- 

nem Detektor. Die Auf trennung von aus organischen Be- 
standteilen bestehenden Stof f gemischen wird derzeit 
durch die Hochdruckf lussigchromatographie dominiert. 
Die Grunde sind im wesentlichen in der Anwendungsbreite 
30 und Universalitat sowie der Robustheit und Anwender- 

freundlichkeit der Methode zu sehen. Mittels der Hoch- 
druckf lussigchromatographie ist es moglich, praktisch 
jedes organische Substanzgemisch aufzutrennen und zu 
detektieren. Neben der Analyse von Einzelproben, bei 
35 der die Trennparameter optimal und entsprechend vari- 

ierbar sein sollen, mussen mit zunehmender Tendenz in 
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vielen Bereichen groSe Probenserien unter exakt den 
gleichen Bedingungen analysiert oder aufgereinigt wer- 
den. Dabei ist vor allem fur den analytischen Bedarf 
haufig eine exakte Vergleichbarkeit der Chromatogramme 
und eine eindeutige Identif ikation von getrennten Sub- 
stanzen anhand der Retentionszeiten im Chromatogramm 
erforderlich. Nicht zu vermeidende Unterschiede in der 
Art der Befullung der Chromatographiesaulen mit statio- 
naren Phasenmaterial , z. B. in der Fullhohe oder in der 
Packungsdichte , konnen jedoch zu unterschiedlichen Re- 
tentionszeiten fuhren, so daS eine exakte Vergleichbar- 
keit der Chromatogramme nicht mehr gegeben ist. 

Bisher werden fur analytische und praparative Zwecke 
jeweils einzelne chromatographische Trennanlagen fur 
die Trennung einzelner Substanzgemische verwendet . Die 
Suche nach pharmazeutisch verwertbaren Naturstoffen und 
die Synthese ganzer Substanzbibliotheken mittels combi- 
natorischer Chemie hat in neuerer Zeit allerdings zu 
erhohten Anf orderungen an den Probendurchsatz bei flus- 
sigchromatograhischen Anlagen gefuhrt. 

So ist es bekannterweise moglich, iiber serielle Analy- 
sen oder Aufreinigung von Proben, Probenserien nachein- 
ander zu bearbeiten. Dieses Vorgehen jedoch ist sehr 
zeitaufwendig und fuhrt zu langen Zeitraumen zwischen 
der Prozessierung der ersten und der letzten Probe. 
Nachteiligerweise kann bei der Durchfuhrung der flus- 
sigchromatographischen Trennungen uber langere Zeitrau- 
me die Konstanz der Bedingungen nicht garantiert wer- 
den, da sich unter anderem Proben, Saulenmaterialien 
und Losungsmittel verandern. 

Urn eine groSe Zahl von Proben zu analysieren (sog. 
„high throughput screening") , ist es deshalb wunschens- 
wert, eine groSere Zahl von Trennungen gleichzeitig 
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durchfuhren zu konnen. Derzeitige parallelisierte 
Trennanlagen benotigen je eine F6rdereinrichtung pro 
Trennvorrichtung (Saule) . Dies ist jedoch in der Regel 
unokonomisch. Dariiberhinaus zeigen solche Mehrkanalan- 
lagen in den einzelnen Forderlinien voneinander abwei- 
chende Retentionszeiten. 



Es sind Hochdruckchromatographieanlagen bekannt, bei 
denen mit insgesamt sieben Pumpen, einem Saulenkarussel 
mit sechzehn Saulen, vier einzelnen Detektoren und ei- 
nem Fraktionssammler maximal vier Proben parallel bear- 
beitet werden konnen (Laborpraxis, Dezember 1967, Seite 
61-63). Hinzu kommt, dafi aufgrund ihrer aufwendigen 
Konstruktion im Vergleich zu der geringen zu bearbei- 
tenden Probenzahl ein okonomisches Arbeiten nicht ge- 
stattet ist. 

Eine weitere Anlage ist bekannt, mit der sich maximal 
ebenfalls vier Proben parallel bearbeiten lassen (Labo- 
ratory Automation News, Vol. 2, No. 2, Mai 1997). Hier 
betreiben vier Pumpen vier Saulen. Substanzen werden in 
einem UV-Detektor, der eine Deuteriumlampe und vier 
Flusszellen aufweist, bei nur zwei vor der Analyse ein- 
stellbaren Wellenlangen detektiert. Die Peakerkennung 
im Detektor schaltet vier Fraktionssammler. Im Prinzip 
werden hier im wesentlichen mehrere Hochdruckf lussig- 
chromatographiegerate parallel eingesetzt . Das ist 
nachteiligerweise unokonomisch. 

Eine wesentliche Steigerung der Zahl der Forderlinien 
ist erreichbar, wenn mehrere Kanale im Parallelbetrieb 
von einer einzigen konstant fordernden Pumpe (bzw. Pum- 
pensystem) versorgt werden und eine seitens des Anwen- 
ders vorgegebene Flussverteilung entsteht. 
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Ein einfache, ungeregelte Parallelschaltung mehrerer 
Trennsaulen, die durch eine einzige Pumpe versorgt wer- 
den, fuhrt jedoch aufgrund der unterschiedlichen Stro- 
mungsverhaltnisse in den einzelnen Saulen zu einer 
Flussverteilung, die nur sehr schwer vorhersehbar ist. 
Jede Saule mu£ vor Inbetriebnahme stromungstechnisch 
vermessen werden und einen Strdmungswiderstandskennwert 
erhalten . 

Analog zu einem parallelen Widerstandsnetzwerk in der 
Elektrotechnik wiirde man mit einem solchen Kennwert 
auch hier eine entsprechende Verteilung des Volumen- 
stromes erwarten konnen. Dieses Verfahren der Flussein- 
stellung im parallelen Betrieb ist in der Praxis un- 
brauchbar, da es keinerlei zeitliche Veranderungen 
(z.B. Alterungs- u. Verstopfungspirozesse im Saulenmate- 
rial ) berucksichtigt . 

In DE 195 45 423. Al ist eine Vorrichtung beschrieben, 
mit der bis zu zweiundsiebzig parallele Trennungen mog- 
lich sein sollen. Die Vorrichtung basiert auf zwei mit- 
einander verbundenen kreis- und scheibenf ormigen Trenn- 
phasen. Der Strom der mobilen Phase kehrt sich bei die- 
ser Vorrichtung urn. Fur parallele Messungen sollen die- 
se Scheiben mit undurchlassigen Trennwanden versehen 
sein. Die Detektion soli in einem nicht naher beschrie- 
benen Vielkanaldetektor erfolgen. Die Trennphase wird 
iiber zwei Pumpen und einem Ventilbaum mit mobiler Phase 
und Proben versorgt. Diese Vorrichtung weist zwei kri- 
tische Punkte auf : 

- Es wird nicht naher beschrieben, wie die Flusse in 
den verschiedenen Kanalen bei parallelem Betrieb der 
Trennsaulen geregelt werden sollen. Verstopft bei- 
spielsweise ein Kanal, so wiirde sich in der darge- 
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stellten Vorrichtung ohne Regelung automatisch der 
Fluss in den anderen Kanalen erhohen. 
- Ebenso ist es fraglich, ob sich die Trennwande auf 
den Scheiben bei hoheren Drucken noch als dicht er- 
5 weisen. Eine Vermischung verschiedener Proben Jcann 

deshalb hier nicht ausgeschlossen werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrich- 
tung und ein Verfahren zur f lussigchromatographischen 
10 Trennung unter Druck anzubieten, mit denen eine paral- 

lele Auf trennung und Detektion sowie eine Auf reinigung, 
wenn erf orderlich, von mindestens mehreren Proben mog- 
lich ist, wobei die Vorrichtung eine kompakte, kosten- 
sparende Konstruktion auf weisen soil. 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den kennzeichnenden 
Teilen der Anspruche 1 und 6. 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 

20 chen auf gef uhrt. 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. Pro 
Zeiteinheit konnen bedeutend mehr Proben parallel ge- 
trennt, analysiert und aufgereinigt werden. In der 
gleichen Zeit, in der eine herkommliche Hochdruckf lus- 

25 sigchromatographieanlage nur eine Probe oder eine der 

oben beschriebenen Parallelchromatographievorrichungen 
vier Proben auftrennen, kann die erf indungsgemaSe Vor- 
richtung fiinf oder bedeutend mehr Proben auftrennen, 
analysieren und aufreinigen. Vorteilhaf terweise ist bei 

30 der erfindungsgemafien Vorrichtung jede Trennungslinie 

einschlieSlich der Trennsaulen physikalisch von der an- 
deren getrennt, so dafi eine Vermischung der Proben 
nicht stattfinden kann. Fur den Betrieb mit Nieder- 
druckgradient werden selbst bei einem Parallelbetrieb 

35 von wesentlich mehr als funf Trennsaulen nur eine Pumpe 
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Oder fur den Hochdruckgradienten maximal zwei Pumpen 
und fur das Betreiben der Festphasenextraktionseinheit 
ebenfalls nur zwei Pumpen benotigt. Dies spart Raum und 
Kosten. Da fur die Probeninjektion Mehrwegventile par- 
allel geschaltet werden, wird nur eine Ventilsteuerung 
benotigt. Eine solche parallel betriebene Chromatogra- 
phievorrichtung kann gunstigerweise mit einem einzelnen 
Multikanaldetektor , anstelle von vielen einzelnen De- 
tektoren ausgestattet werden. SchlieElich sind die 
Chromatogramme der einzelnen Trennungslinien durch den 
Einbau einer kalibrierbaren Flussregelung absolut mit- 
einander vergleichbar . 

Die Erf indung wird anhand von Zeichnungen und Ausf uh- 
rungsbeispielen naher erlautert. 

Es zeigen 

Fig. 1A ein Ablauf schema mit acht Trennungslinien sowie 
einer Anordnungsvariante der Flussregelungsein- 
heit , 

Fig. IB ein Ablauf schema mit einer weiteren Anordnungs- 
variante der Flussregelungseinheit , 

Fig-. 2 ein Diagramm zur Wirkungsweise der Flussrege- 
lung und 

Fig. 3 eine schematische perspektivische Darstellung 
der Vorrichtung mit 96 Trennungslinien, 

Fig. 4 eine schematische Darstellung der Vorrichtung 
mit zehn Festphasenextraktionseinheiten, die je 
sechs Fraktioniersaulen aufweisen und 

Fig. 5 eine schematische Darstellung der Vorrichtung 
mit zwei Fraktioniersaulen fur jede Festphasen- 
extraktionseinheit . 
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Die zu trennenden Proben befinden sich in Probengefa- 
Een. Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung 
sind dies beispielsweise Mikrotiterplatten 15 in 
Fig. 3. Mittels eines multiparallelen Probeaufnahmesy- 
stemes 5, das beispielsweise als Autosampler ausgebil- 
det sein kann, werden gleichzeitig acht Proben aufge- 
nommen und dem Injektionssystem 18 zugefuhrt, das aus 
Injektionsports 6, Inj.ektionsventilen 9 und Proben- 
schleifen 7 besteht (Fig. 1A, IB) . Uberf lussiges Pro- 
benmaterial gelangt durch die entsprechende Stellung 
des Injektionsventils 9 in den Probenabfall 8. Sind al- 
le acht Probeauf gabeschleif en 7.1 - 7.8 befullt, werden 
alle Injektionsventile 9.1 - 9.8 gleichzeitig geschal- 
tet und auf diese Weise die mit Proben gefullten Pro- 
benschleifen 7.1 - 7.8 mit den Trennsaulen 11.1 - 11.8 
verbunden, so daS die Proben parallel und gleichzeitig 
auf die Trennsaulen 11.1 - 11.8 aufgegeben werden. Die 
Trennsaulen 11.1 - 11.8 sind in einer Trennsaulenbatte- 
rie 11 . kompakt angeordnet. 

Uber die Ventile 1.1 - 1.4 und 2.1 - 2.4 und die Pum- 
pen 3 und 4 wird die mobile Phase uber einen Drucksen- 
sor 19, der Teil der Flussregelungseinheit ist, in die 
einzelnen Trennungslinien 17.1 - 17.8 gefordert. Es 
kann sowohl ein Niederdruck- als auch ein Hochdruckgra- 
dient gefahren werden. Im Falle der Niederdruckvariante 
wird der Gradient in einer Mischkaitimer erzeugt und mit 
einer einzigen Pumpe gefordert . Bei Hochdruckgradien- 
tenbetrieb (vergl. Fig. 3) werden die FluSmittel 
mittels zweier Pumpen 3 und 4 auf der Hochdruckseite 
zusamrnengef uhrt . Die von den Pumpen 3 und / oder 4 ge 1 - 
forderte mobile Phase flieSt uber die Verteilung 2 0 zum 
Flussregler 10 tind transportiert die Proben gemaS Fig. 
1A von den Probenauf gabeschleif en 7 auf die jeweilige 
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Trennsaule 11. In den Trennsaulen 11.1 - 11.8 werden 
auf an sich bekannte Weise die Komponenten der Proben 
auf getrennt . 

Nach erfolgter Trennung werden die Komponenten in einen 
Multikanaldetektor 13 gefuhrt. Der Multikanaldetektor 
13 kann auf dem Prinzip an sich bekannter Detektions- 
verfahren, wie z. B. der Ultraviolettabsorption, der 
Fluoreszensspektroskopie , der Lichtstreudetektion oder 
der Massendetektion basieren. Fur jede der acht Proben 
nimmt der Multikanaldetektor 13 ein eigenes Chromato- 
gramm bzw. Spektrum auf. 

Dient die erf indungsgemaJSe Vorrichtung ausschlieSlich 
der analytischen Bestimmung, so werden anschlieSend 
die Probenreste und die mobile Phase in einen Abfall 14 
uberf uhrt . 

Bei einer praparativen oder semi praparativen Arbeits- 
weise werden die Proben nach der Trennung gesammelt und 
weiterverwendet . Dann wird anstelle des Abfalls 14 ein 
multiparalleler Fraktionssammler 24 installiert. In 
diesem Fall steuert ein zerstorungsf rei arbeitender De- 
tektor, (z.B. ein multiparalleler Utraviolettabsorpti- 
onsdetektor 13 mit Peakerkennung) den Fraktionssammler, 
der die auf gereinigten Komponenten sammelt. Vor dem 
Fraktionssammler 24 kann zur Aufreinigung der Fraktio- 
nen und Uberfuhrung der Fraktionen in ein organisches 
Losungsmittel eine Festphasenextraktionseinheit 23 in- 
stalliert sein (s. Fig. 4, 5) . 

Vor allem bei analytischer Zielstellung ist haufig eine 
exakte Vergleichbarkeit der Chroma togramme zur 
eindeutigen Identif ikation von getrennten Substanzen 
arthand der Retentionszeiten im Chromatograram notwendig. 
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Fur diesen Anwendungsf all ist eine Flussregelung unab- 
dingbar . 

Die Flussregelungseinheit besteht aus dem 
Gesamtdrucksensor 19, dem Flussregler 10 und dem Fluss- 
messer 12. In Fig. 1A sind in jeder parallelen Tren- 
nungslinie 17.1 - 17.8 Flussregler 10 vor dem Injekti- 
onsventil 9 vorgesehen. Flussmesser 12 sind hier bei- 
spielhaft nach dem Detektor 13 angeordnet. Der erfor- 
derliche Gesamtdruckmesser 19 befindet sich zwischen 
den Pumpen 3, 4 und der Verteilung 2 0 auf die einzelnen 
Trennlinien. 

In Fig. IB ist eine andere beispielhaf te Anordnung vor- 
gesehen, in der die Teile Flussregler 10 und FluSmesser 
12 der Flussregelungseinheit kompakt vor den Injekti- 
onsventil 9 eingefugt sind . 

Ein gleicher Fluss in alien Trennsaulen 11.1 - 11.8 
garantiert jedoch noch nicht die Ahnlichkeit von Chro- 
matogrammen gleicher Proben. Geringe Unterschiede in 
der Art der Befullung der Trennsaulen 11.1 - 11.8 mit 
stationarem Phasenmaterial , die z.B. auf unterschiedli- 
che Fullhohe oder Packungsdichte zuriickzuf uhren sind, 
konnen zu unterschiedlichen Retentionszeiten fur ein- 
und dieselbe Substanz f uhren. Da die Flusse in den ein- 
zelnen parallelen Trennlinien 17.1 - 17.8 einzeln re- 
gelbar sind, konnen sie vorteilhaf terweise und erfin- 
dungsgemaS so eingestellt werden, da£ sie die geringen 
Unterschiede in den Trennsaulen 11.1 - 11.8 ausglei- 
chen. Die Einstellung erfolgt so, dafi eine Kalibrier- 
komponente auf alle Trennsaulen 11.1 - 11.8 aufgegeben 
wird. Die Messung der unterschiedlichen Retentionszei- 
ten erfolgt iiber einen Detektor. Nach Messung der Re- 
tentionszeiten wird der Fluss fur die einzelnen Tren- 
nungslinien 17.1 - 17.8 so berechnet und nachgeregelt , 



WO 00/31528 



PCT/EP99/09747 



10 

daS sich fur die Kalibrierkomponente in alien Tren- 
nungslinien 17.1 - 17.8 die gleichen Retentionszeiten 
ergeben . 

Die beiden Verfahren zur Einstellung eines fur den An- 
gleich von Retentionszeiten erf orderlichen und vorher 
berechneten Flusses, ist nachfolgend naher erlautert. 

Verfahren 1 ( mit druckgeregelter Fordereinheit ) : 

Die Flussmesser 12.1 bis 12.8 ermitteln fur die jewei- 
lige Trennlinie 17 den Wert des aktuellen Volumen- 
stroms. Der Flussregler 10 vergleicht diesen Istwert 
rait einem von der Auswerte- u. Steuereinheit 16 vorge- 
gebenen Sollwert und regelt mit der berechneten Regel- 
differenz direkt den erf orderlichen Volumenstrom fur 
die jeweiligen Trennlinie 17.1 bis 17.8 ein. Neben der 
Sollwertvorgabe iiberwacht die Auswerteeinheit (16) auch 
die Reglerparameter . 

Diese Vorgehensweise zur Einregelung der Volumenstrome 
bei Parallelbetrieb von Trennsaulen ist bei einer Ver- 
sorgung mit druckgeregelten HPLC- Pumpen moglich. Diese 
Versorgung mit mobiler Phase wird selten eingesetzt. 
Die Schwierigkeit in der Auswahl eines geeigneten Vor- 
druckes, der abhangig von der nachf olgenden Saulenbat- 
terie ist, macht sich hierbei bemerkbar. 

In der Hochdruckf lussigchromatographie werden i. A. 
Pumpen mit konstanter Volumenstromf orderung eingesetzt. 

Hierzu Verfahren 2 (mit volumenstromgeregelter For- 
dereinheit) : 
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Die Einregelung der Vo lumens trorae erfolgt bei Konstant- 
volumenstromversorgung nach einem speziellen Verfahren. 
Das o. g.Verfahren erlaubt das Einregeln der parallelen 
Volumenstrome ohne eine gegenseitige Beeinf lussung der 
Trennungslinien uber den Gesamtdruck. Aufierdem wird 
hierbei der Gesamtvolumenstrom vollstandig auf die ein- 
zelnen Trennlinien verteilt. Die Volumenstromwerte wer- 
den von Flussmessern in den einzelnen Trennungslinien 
17.1 - 17.8 erfa£t. Ein Gesamtdruckmesser 19 ermittelt 
den Druck ausgangsseitig der Pumpen 3 und 4 . Das Ergeb- 
nis einer Quo tientenbil dung aus Gesamtdruck und aktuel- 
lem Volumenstromwert in der jeweiligen Trennlinie 
stellt fur den Flussregler einen Istwert dar. Der 
Flussregler (z.B. Reglereinheit mit Ventil) 10 ver- 
gleicht diesen Istwert mit einem von der Auswerte- u. 
Steuereinheit 16 vorgegebenen Sollwert und regelt mit 
der berechneten Regeldif f erenz somit indirekt den Volu- 
mentrom fur die jeweilige Trennlinie 17.1 bis 17.8 ein. 
In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung wird der 
Volumenstrom indirekt uber den Druckabfall (Differenz- 
druck) an einer MeSkapillare ermittelt. 

In Fig. 2 ist. der EinregelungsprozeS fur 4 parallele 
HPLC- Trennungslinien 17.1 bis 17.4 in einem Diagramm 
veranschaulicht . Nach dem Start der HPLC-Pumpen 3 und 4 
stellt sich in jeder. der vier Trennungslinien 17.1 bis 
17.4 ein anderer Volumenstrom ein. Nach Einschalten der 
Flussregelung und Voreinstellung eines gemeinsamen 
Sollwertes herrscht nach einer kurzen Einschwingphase 
ein gleicher Volumenstroms in den Trennungslinien 17.1 
bis 17.4. 

Zur Angleichung der Retentionszeiten wird eine geeigne- 
te Standardsubstanz gleichzeitig in alie Trennungslini- 
en 17 injiziert und die Retentionszeit mit Hilfe des 
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Multikanaldetektors 13) erfaEt. Uber einen speziellen 
Algorithmus errechnet die Auswerte- u. Steuereinheit 16 
daraus die notigen Sollwerte und gibt diese an die 
Flussregelungseinheit weiter. Die Retentionszeiten der 
Standardsubstanz werden in regelmaJSigen Abstanden uber- 
pruft, urn gegebenenf alls die Sollwerte nachzustellen. 
Vorteilhaf terweise ermoglicht die Flussregelungseinheit 
auch eine Fehlererkennung. Uber- oder unterschreitet 
der Stellwert des Flussreglers in einer Trennlinie 17 
einen zulassigen Bereich, so. wird sofort ein Systemfeh- 
ler (z.B. verstopfte Saule bzw. Kapillare, Leek) er- 
kannt und die betreffende Trennungslinie 17 wird her- 
ausgeschaltet . Die Auswerteeinheit 16 signalisiert eine 
entsprechende Fehlermeldung. 

Die in Fig. 3 in der Perspektive dargestellte 
Schematik der Vorrichtung zeigt eine auf sechsundneun- 
zig Chromatographiekanale erweiterte Vorrichtung. Das 
multiparallele Probenaufnahmesystem 5 ermoglicht hier 
die gleichzeitige Aufnahme von 96 Proben. 

Fur semipraparative und praparative Anwendungen wird an 
die Chromatographiekanale eine multiparallele Festpha- 
senextraktionseinheit 23 und eine multiparallele Frak- 
tionssammler gemaS Fig. 4 und 5 gekoppelt. 

GemaS Fig. 4 werden auf an sich bekannte Weise mittels 
eines multiparallelen Probeauf nahmesystemes 5, das bei- 
spielsweise als Autosampler ausgebildet sein kann, zehn 
Proben aufgenommen und den Trennsaulen 11.1 bis 11.10 
zugefuhrt. Uber ein Pumpsystem, bestehend aus den Pum- 
pen 3 und 4 wird ein Losungsmittelgemisch uber einen 
Verteiler auf die hier dargestellten zehn Trennlinien 
17.1 bis 17.10 gefordert. Zur Sicherstellung von glei- 
chen Flussen in alien Trennlinien 17.1 bis 17.10 sind 
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FluSregelungseinheiten, bestehend aus den Ventilen 10 
und den Flufimessern 12 und, hier nicht dargestellt, ein 
Druckmesser 19 sowie ein entsprechender Rechner mit 
Flufiregelungsprogramm angeordnet. Das Losungsmittelge- 
5 misch wird in jeder Trennlinie 17.1 bis 17.10 iiber das 

Probenaufnahmesystem 5 gefuhrt. Anschliefiend werden die 
Proben weiter zu den Trennsaulen 11.1 bis 11.10 zu ei- 
nera parallelen Multikanaldetektor 13 gefuhrt. iiber eine 
Pumpe 21 wird auf alien Trennlinien 17.1 bis 17.10 Was- 

10 ser zugefuhrt, urn die Polaritat des Gemisches zu erho- 

hen und somit die Extraktion der Probenkomponenten auf 
der sich anschlieSenden Festphasenextraktionseinheit 23 
zu ermoglichen. Die Festphasenextraktionseinheit 23 
enthalt hier pro Trennlinie 17.1 bis 17.10 sechs Frak- 

15 tioniersaulen. , 

In der Variante gemafi Fig. 5 sind in jeder der Trennli- 
nien 17.1 bis 17.10 zwei Fraktioniersaulen in Kombina- 
tion mit einem lO-Port-2-Positionsventil vorgesehen. 
20 Die Pumpe 22 dient zur Equilibrierung der Festphasenex- 

traktionseinheit 23 zum Reinigen der Proben und 
schlieSlich zur Uberfuhrung der Proben in den Frakti- 
onssammler 24 . 



25 



WO 00/31528 



PCT/EP99/09747 



14 



Bezugszeichenliste 



1.1 - 1.4 Ventil 

Laufmittel 
Vorrat A 



11.1 - 11.10 Tr ennsaulen 



12 



Flussmesser 



2.1 - 2.4 Ventil 

Laufmittel 
Vorrat B 



13 



14 



Detektor 



Abfall 



Pumpe 



15 



Mikrotiterplatte 



Pumpe 

Probenauf nahme - 
system 



16 



Auswerte- 

u. Steuereinheit 



17.1 -17.10 Trermungslinien 



Injektionsport 18 



Inj ektionssystem 



ProbenschleTiT e 19 



7.1-7.8 Probenschleif en 



8 
9 

9.1-9.8 

10 

11 



20 



Probenabf all 

Inj ektionsventil 21 

Inj ektionsventile 

22 

Flussregler . 

23 

Trennsaulen- 
batterie 

24 



Gesamt- 
druckmesser 

Verteiler 

Pumpe 

Pumpe 

Festphasenex- 

traktionseinheit 

(23.1-23.10 

F r ak t i ons s amml e r 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur f lussigchromatographischen Trennung 
von Substanzen unter Druck, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi mindestens mehrere parallel verlaufend angeord- 
nete f lussigchromatographische Trennungslinien (17) 
von einer einzigen Fordereinheit (eine oder zwei 
Pumpen) versorgt werden und im Bereich der Proben- 
zufuhrung mit einem Probenauf gabensystem (5) und 
einem Injektionssystem (18) sowie im Detektionsbe- 
reich mit einem Detektor (13), verbunden mit einer 
Auswerte- u . Steuereinheit (16), kombiniert sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die f lussigchromatographischen Trennungslinien 
(17) Flussregelungseinheiten (10,12,12.1,19) auf- 
weisen. 

3 . Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Flussregelungseinheiten (10,12,19) aus 
Flussreglern (10) , einem Gesamtdruckmesser (19) und 
Flussmessern (12) besteht. 

4. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
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da£ die FluEregelungseinheiten (10,12,19) in jeder 
Trennungslinie (17) soft- und/oder hardwaremaSig 
steuerbar sind. 

5. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE Flussregler (10) und Flussmesser (12) in einer 
Trennungslinie (17) an verschiedenen Orten angeord- 
net sind. 

6. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Flussregler (10) und Flussmesser (12) in den 
Trennungslinien (17) kompakt an einem' Ort angeord- 
net sind . 

7. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE die Flussregelungseinheit (10,12,19) vor 

Oder hinter den Trennsaulen (11.1 - 11.8) angeord- 

net ist. 

8. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Ge saint druckmesser (19) ausgangsseitig den 
Pumpen (3, 4) angeordnet ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS das Probenaufnahme system (5) mit mindestens 
mehreren parallelen Probeauf nahmelinien liber minde- 
stens mehrere Injektionsports (6) und 

Injektionsventile (9) und Probenschleif en (7) des 
multiparallelen Inj ektionssystems (18) mit minde- 
stens mehreren Trennsaulen (11.1 - 11.8) verbunden 
sind, die mit einem Detektor (13) gekoppelt sind, 
4 der mindestens mehrere Bestimmungskanale aufweist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Trennsaulen (11.1 - 11.8) zu einer Trenn- 
saulenbatterie (11) kompakt vereinigt sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet , ' 

daS jedes Injektionsventil (9) vor den Trennsaulen 
(11.1 - 11.8) angeordnet ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS jedes Injektionsventil (9) als Mehrwegventil 
ausgebildet ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi jedes Injektionsventil (9.1-9.8) Schaltmoglich- 
keiten zu einem Injektionsport (6) , zu einer Pro- 
benschleife (7), zu den Pumpen (3, 4), zu einem Ab- 
fall (8) und zu einer Trennsaule (11.1 - 11.8) auf- 
weist . 
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14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 13 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi die Trennungslinien (17.1-17.10) eine Trennsau- 
le und eine Festphasenextraktionseinheit (13) auf- 
weisen, die mit weiteren Pumpen (21, 22) gekoppelt 
ist . 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die f lussigchromatographischen Trennungslinien 
(17.1-17.10) Flussregelungseinheiten (10,12,19) 
aufweisen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

im Endbereich der Festphasenextraktionseinheit (23) 
ein mit der Festphasenextraktionseinheit (23), der 
multiparallelen Fraktionsausgabeeinheit (24) und 
dem Abfall (14) eine Verbindung herstellbares Mehr- 
Wege-Ventil angeordnet ist. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Festphasenextraktionseinheiten (23) mindestens 
je zwei Fraktioniersaulen aufweisen. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Festphasenextraktionseinheiten (2 3) je zwischen 
10 und 50 Fraktioniersaulen aufweisen. 
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19. Verfahren zur f lussigchromatographischen Trennung 
von Subst arizen unter Druck, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS mehrere zu trennende Proben gleichzeitig minde- 
stens mehreren Trennsaulen (11) zugefuhrt werden 
und anschlieSend gleichzeitig und parallel eine De- 
tektion und Auswahl erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Trennungslinien (17) beziiglich der Reten- 
tionszeiten mittels einer Kalibrierprobe kalibriert 
werden und nach Ermittlung der einzelnen Retenti- 
onszeiten durch Steuerung von Flussreglern (10) 
aufgrund von Daten von Flussmessern (12) und Aus- 
gangsdruckmesser (19) fur alle Proben die gleiche 
Retentionszeit eingestellt wird, 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Quotient aus Gesamtdruck und Volumenstrom 
der jeweiligen Trennlinie als Istwert fur eine in- 
direkte Regelung des VolLimenstromes herangezogen 
wird . 
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Fig. 1 B 
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